République Algérienne Démocratique et Populaire

Université Abdelhamid Ibn
Badis - Mostaganem
Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie

Oty Gl aaal) 28 daala
i
BLall g Aahal) agle A1

DEPARTEMENT DES SCIENCES ALIMENTAIRES

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES

Présente par

BENMENOUER NOUR EL HOUDA AMIRA

Pour I’obtention du diplome de

MASTER EN SCIENCES ALIMENTAIRES
Spécialité : Production et Transformation Laitiéres

Theme

4 )

Caractérisation de la microflore lactique d’un
beurre FermierDe type Zebda beldia des zones
steppiques de Naama
. J

Soutenu publiquement le 02/07/2023

Devant les membres du jury

Président Dr DAHOU Abdelkader El amine Maitre de conférences A U. Mostaganem
Examinateur | Dr ZABOURI Younes Maitre de conférences A U. Mostaganem
Encadreur Dr TAHLAITI Hafida Maitre de conférences A U. Mostaganem
Co-encadrant | BEKIHAL Amine Doctorant U. Mostaganem

Travail réalisé au Laboratoire des Sciences et Techniques de Productions Animales
(LSTPA), Mostaganem

Année universitaire 2022-2023




REMERCIEMENTS



Remerciements

Avant tout, nous remercions Dieu le tout puissant, le Miséri cordieux, de nous
avoir donné le courage, la force, la santé et la persistance et de nous avoir

permis de finaliser ce travail dans de meilleurs conditions.

Nous tenons a remercier nous promotrice Madame TAHLAITI HAFIDA, pour
nous avoir suivis durant notre travail dans le cadre de ce mémoire, pour ses
aides, par ses conseils scientifique et ses orientations constructives tout au long

de 1’¢élaboration de ce modeste travail.

Mes vifs remerciements a tous les membres de jury pour avoir accepté de juger

ce travail :

Nous tiens a remercier chaleureusement au président du jury Dr
DAHOU.A et I’examinateur Dr ZABOURI.Y d’avoir accepté d’examiner
ce travail et d’évaluer notre Modeste travail, nous sommes trés

reconnaissant.

A mon Co-encadreur Mr Bekihal.A, doctorant a 1’université de Mostaganem, qui
m’a supervisée tout au long de ce travail et qui m’a aidée par
Son savoir et son experience.

Enfin, nous remercions, tous ceux qui de pres ou de loin, ont contribué a la
réalisation de ce travail



DEDICACE

J’ai ’'immense plaisir de dedié ce travail a:

A mon pére Benaissa et ma mere Moghrani zohra, Que ce travail soit

pour vous pour vos précieuses aide pendant toutes ces années
A ma grande meére Beddaiche Badra

Mon cher frére Assri, et mes adorables sceur :Feriel et Mekia et Nabila

pour leurs encouragements et leurs présences a mes cotes.

A mes chers amies: Roumaissa,Amina,Ouissam qui m’ont beaucoup

soutenue moralement dans les pires moments de désespoir.

Et pour mon cher ami Bouziane Mohamed EL Amine qui été toujours

a mes coté

Enfin je dédie ce travail a toute la promotion 2eme master Production

et transformation laitiere 2023



Liste des abréviations

EST: Extrait sec total

G+C: Guanine+Cytosine

J.O.R.A: Journal officiel de la République Algérienne
MG : Matiere grasse

ssp: Sous espece



Liste de tableaux

Tableau 01 : Composition moyenne pour 100g de beurre

Tableau 02 :Différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques

05

15

Tableau 03 : Milieux de culture et conditions d’incubation pour la recherche et le dénombrement de la flore

lactique du beurre traditionnel.

Tableau 04 : Résultats de la MG de beurre fermier et brebis
Tableau 05 : Résultats du pH du beurre fermier (vache et brebis)
Tableau 06 : Résultats 'EST du beurre fermier

Tableau 07 : Dénombrement du beurre fermier de vache

Tableau08 :Dénombrement du beurre fermier de vache et de brebis

37

37

38

39

47

49



Listedesfigures

Listedesfigures

e Figure0l:Représentation schématique des étapes de la production du beurre. Le noir désigné, la phase

continue aqueuse et le blanc indique, la phase continue lipidique 06
e Figure02: Microstructure du Zebda & température ambiante 06
e Figure03: Barattage traditionnel du beurre a 1’aide d’une baratte classique 09
e Figure04 : Photo du beurre et de babeur 10
e Figure05: Lactobacillus bulgaricus au microscope électronique 14

e Figure06: Arbre phylogénétique décrivant la relation entre les familles d’ordre Lactobacillales basées sur
la séquence du gene 16S de I’ARNr 17

e Figure 07 : Arbre consensus, basé sur I’analyse comparative des séquences ARNr, montrant les principaux
groupes phylogénétiques de bactéries lactiques a faible %G+C et les genres Gram positif liés
Bifidobacterium et Propionibacterium 19

e Figure08 : Deux principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactique 22

e FigureQ9 : Situation géographique de laboratoire de recherche LSTPA de I'université Abdelhamid lbn

Badis de Mostaganem 25
e FigurelO : Echantillons de beurre fermier de vache et brebis 26
e Figurell : Protocole expérimental général 27
e Figurel2 : Mesure de la matiére grasse par centrifugation 28
e Figurel3 : Préparation de la solution mere avec le stomacher 29
e Figurel4 : Préparation des dilutions de beurre du 10410~ 30
e Figurel5 : Incubation des colonies sur un milieu anaérobiose 32
e Figurel6 : Purification des isolats 33
e Figurel? : Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques purifiées 34
e Figurel8 : Résultats du taux de matiére grasse du beurre fermier 37
e Figurel9 : Résultats du MG du beurre fermier de vache et brebis 38
e Figure20 : Résultats de ’EST de beurre fermier de vache et de brebis 39
e Figure2l : Resultats du dénombrement du beurre de vache sur milieu Elliker 41

e Figure22 : Résultats du dénombrement de beurre de brebis sur milieu MRS 41



Listedesfigures

e Figure23

: Résultats d’isolement des bactéries lactiques de beurre fermier

(Vache et brebis).

e Figure24
e Figure25
e Figure26

e Figure27 :
e Figure28 :
e Figure29:
e Figure30:
e Figure3l:
e Figure32:

e Figure33:

: Résultats de lalére purification des isolats lactiques

: Résultats de la 2°™ purification des isolats lactiques du beurre fermier
:Résultatsdela3®™purification des isolats lactiques

Résultats de I’absence de leuconostoc

Aspect macroscopique des isolats

Aspect microscopique des isolats

Résultats de I’enrichissement des isolats

Résultats de la conservation

Evolution du Ph et de I’acidité des isolats lactiques a differents temps

Reésultats de I’activité protéolytiques des isolats isolés du beurre traditionnel de brebis

42
42
43
43
44
44
45
46
48
49

49



Liste des annexes
Annexe01 : Produits et matériels utilisés
Annexe02 : Milieux de culture
Annexe03 : Coloration de Gram

Annexe 04 : Résultats du dénombrement



Remerciements

Dédicace

Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures
Résumé

Abstract

uadta

Table des matieres



I EEOQUCTION <. oottt e e e e e et e e et e e e e e e e e e e aenenns 01

Premier partie : Synthése bibliographique

ChapitreOl : La technologie du beurre fermier

1. DEFINItION du DEUITE TEIMMIET ......viiiie e 04

2. ComposSItion du DEUITE TEIMIET .........oiiiiiiie e 04

3. SEruCture du DEUITE TEIMIET ........eei ettt ee e seee e e 05

4. Fabrication traditionnelle du beurre Fermier..........ooovveiire i 07

4.1 Méthode traditionNelle............oooii i 07

4.1.1 ECrémage SPONTANE. ... c.coovoveeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeee et es s sesaeae et esenenenens e 07

4.1.2 Baratlage. . .o oot 08

I T I 1V o 09

A.LA  MalaXAR. ...ttt ittt 09

415 Salage. . ittt e 09

5. Procéde de fabrication d’un beurre fermier..............ooiiin i 10

5.1 La conservation du beurre traditionnel............ccccoiiieiiiiiini 10

6. La microbiologie du beurre traditionnel ...............cooie i 10

6.1 La FlOre d’alteration.........cccueeeiieeeiieeeciis e see s e e et e e e et e et e e s e e anrae e nes 11

I I W i (o] (=3 1o [ o 1= - PRI 11
Chapitre02 : Les bactéries lactiques

1. Définition des bactéries IaCLIQUES ..........eeoiiriiiiee e 13

2. HabItat. ... 13

3. Principaux caractéristiques des bactéries lactiques... «......ocoviveiiiiiiiiiiiiiiiie e 13

4. Principaux genre des baCteries lactiqUues...........ooviiriiriiiniis e 13

4.1 Le genre LactobacCillus ........ ... oo oo e e e e e e 13

4.2 Le genre LactoCOCUS et STrEPLOCOCCCUS........iiuvviirieiteeeessssibrbrrieee e e e s s s snibbrreee e e e e s e s nsenees 14
4.3 Le genre Leuconostoc, Oenococcus et Weissella ............coceeovviiiie i, 14
4.4 1.8 gENIE ENTEIOCOCCUS . .vvvrriteeeeiiiititteetteeessssssittsreeaaesssssssstbaeeaaaeeeasssnstbbnenaeeeeessnnnnnees 15
4.5 Le genre BifidODacteriUm ..........coouiiiiiiii it 15
4.6 L& gENIE PEOIOCOCCUS. ... .ueiiiiieeitiie ettt ettt et et e e s e e st e e snae e e anaee e 15
5. Classification des baCtéries IaCtiQUES .........ccviiiiieeiiiec e 16

5.1 ClasSIfiCatiON ClasSIQUE. ... . vuuiet et ettt et et e e e 16



5.2 ClasSifiCatioN MOGEINE. . ... ettt ettt e e s 16

6. Les MEthOAES tAXONOMIGUES. ........eiuieitietieiieite sttt ettt ettt e ste e neesre e A7
6.1 Les Méthodes PhENOLYPIGUES ......c.eiueeiiiiiieiieie e e 17
6.1.1 Caractere morpholOgiqUE. .. .....c.ouier ittt 18

7. Métabolisme des Dactéries laCtiQUES .........coouerviiiiiiiiieiee e .18
7.1 Principale Voie fermentaire. ... .....o.oneiiiii e 18
7.1.1 Voie hOMOTErMENTAINE. ... ..vee et 18

7.1.2 Voie héterofermentaire. ...........cooeuiiiniiii i e e 18

8. Propriétés fonctionnelles et technologiques des bactéries lactiques...........ccccevvvevveiieennnnn. 19
8.1 ACHIVILE PrOtEOLYLIQUE. ... v vttt et 19
8.2 POUVOIN @CHAITIANT ......coiiieeiice e et e st e e e e e nnaee e e 20
8.3 ACLIVIEE ArOMALISANTE. ... .eeiviieeitiieeiiieeeiie e s ee e st e e et e e e e e e e erae e e st e e enteeesteeeanseeeans oen 20

9. INtérét des bacteries laCtiqUeS. .. .. .vuit it e 20

DEUXIEME PARTIE: PARTIE EXPERIMENTALE
Chapitre 01: Matériels et méthodes

O o] 1= T A} o L= < T (<SSR TP 25
2. lieu et durée du traVail..........cooeeiiiiiiie e s 25
3. 0rigine des EChaNTIIONS ..........oeiiiiie e e 26
A1 MBINOUE ...ttt n s 26
4.1.1 Protocole experimentale. ...........o.ovuieini it 27
5. TechniqQue A’ aNalYS@.....uuuviiiiiiiiiiiiiiii et e bbb e 27
5.1 Analyse phySiCO-CRIMIQUE........cccuiieiiieeiiee et e s 27
5.1.1 Mesure du tauX BULYIEUX ........cocuireiiire e a e e 27
5.1.2 Détermination de I’extrait SEC tOtal ..........ccevvviiiiiiiiiiiie s e 28

5.2 Techniques de préparation de prises d’essais pour les analyses microbiologique...... 29
5.2.1 Regles générales de la bonne pratique du laboratoire................................ 29
5.2.2 Préparation de la SOIUtION MEre........c..eoiiivi i e 29

5.2.3 Préparation des dilutions décimales............cccoevvireiiiieiiiec e 30

5.2.4 Recherche et dénombrement de la flore lactique du beurre fermier................... 31

5.2.5 Dénombrement de la flore lactique sur milieux gélosés.....................oo ... 31

5.2.6 Isolement des bactéries lactiques. ...........oeveieiiininiiiii e 32
5.2.7. Purification des bactéries lactiques..............ooovviiriiiiiiiiiii e, 32

6. RECHEIChE A€ [@UCONOSTOC. .. ... ooe e e e e e e e e e e e e e et e e aee 0233

7. CONSErVALtION dES SOUCHES. . ..ot e e e, 33



7.1 CoONSErvation @ COUM tEITIC. . . .o ne ettt e e e e e e e e e e e e e e e, 33

7.2 Conservation de longue dUIEe. ..........o.iniiiiniii e 33
8. Testsdevérificationpourl’identificationdesbactéries. ............ocooviiiiiiiiiiiiiii e, 34
8.1 Vérification des bactéries lactiques iSOIEes. ...........c.oevviiiiiiiiii i 34
8.1.1Test de production de catalase............c.oeeriieiiiiniiieiiiei e, 34
8.1.20bServation mMacrOSCOPIQUE. .. ..uveueentereatet et et et et eteateeeeeneareeeeenennans 34
8.1.30DbServation MiCrOSCOPIGUE. .. ..vuertetttet et et et et et te et eeeae e e enereee s 34
9 .1dentification des iSOlats JaCtiQUES. .........ovreeii et 35
10.Etudedequelquesaptitudestechnologiquesdesisolats. ..............cooeveiriiiiienineninnnn... 35
10.1POUVOIraCIAITIANT. . ...\ e 35
10.2ACtIVILEPIOtEOIVLIQUE. . . ..ot e 35
CHAPITRE 02: Résultats et discussion
1. RESUIALS AES ANAIYSES. ...\ttt 37
1.1Résultats des analyses physicoChimiques............ccccoiveiiiiiiiiiiiiiieee e, 37
1.1.1 Résultats de la matiere grasse........c.overiiririniiieii e, 38
1.1.2 RESUIALS AU PH...ooeiieieeeee et 39
1.1.3 Résultats du I’extrait SEC total...........ovveiriiiiit i 40
2. Résultats des analyses microbiologiQUES............covvvieiiieeiiiie e 41
2.1 Recherche et dénombrement des flores lactiqUueS...........cccceevvveeiiiceiiie e 41
2.2 Résultats d’isolement des bactéries lactiques ..........cccvvevvveeiiieeiiiie e o 42
2.3 Purification des SOUCHhES [aCtIQUES ...........eeeiuiieiiieeciie e e 42
2.3.1 LA 18 CPUFIFICALION ....vvvee ettt 42
2.3.2 LA 25™CDUFIFICALION ...ttt 43
2.3.3 L@ 3 MCDUIIFICALION ...ttt 43
3. Résultats de la recherche des leuconostoc... .........ccccoiee e ieeieeiee v e e e e 2 B4
4, Résultats de conservation des SOUCheS. .........ovviiiiiiiii i e 44
5. Résultats de vérification des isolats laCtiqUES............ccovveeeiiiieiiii e, 45
5.1 Criteres MacCrOSCOPIGUES ......eeivreeiitreeeitreeestteeesteeesteeeataeesstaeesetbeessrbeeesnseeesaaeeseeas 45
5.2 Critere MICIOSCOPIGUES .....uvveeitreeetreeeitee e ettt e e st e e steeestaa e s stae e s stae e e snbeeesnbaeesaneeaeeas 46

6. Résultats de conservation deS 1SOIALS ........ooeee e 95



7. RESURALS 08 P IdENtIfICATION ... oottt 96

8. Résultats de quelques aptitudes teChNOIOGIQUES .........cecvveiiieiiieiie e 97
8.1 POUVOIN ACTAITIANT ..ot 98

8.2 ACLIVILE PrOtEOIVEIQUES. ... et e 99
CONCIUSION. ...ttt et b ettt et et et et e nbeente e ns 52
Références bibliographiques....... ..o, 55

Annexe



Résumé

Notre étude est basée sur la caractérisation de la microflore lactique du beurre fermier. Nos
échantillons de beurre fermier de vache et de brebis proviennent de différentes régions de la
wilaya de Nadma. Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire LTSPA. L’objectif de notre
¢tude est d’évaluer les qualités physico-chimiques et les caractéristiques microbiologiques de nos

échantillons.

L’analyse physico-chimique consiste & la mesure taux de matiére grasse, de ’extrait sec total

puis le pH

L’étude microbiologique de nos échantillons de beurre fermier de brebis et de vache sur différents
milieux de culture (MRS, M17, Elliker) consiste au dénombrement, & I’isolement puis purification
des bactéries lactiques. Les aptitudes technologiques telles que 1’acidité et I’activité protéolytique
ont été testés. L’identification de 3 isolats par les méthodes morphologiques a révélé une

dominance du genre Lactobacillus

Les mots clés: Beurre fermier, bactéries lactiques, identification, aptitudes technologiques



Abstract

Our study is based on the characterization of the lactic microflora of free-range butter. Our samples of
free-range cow and sheep butter come from different regions of the wilaya of Nadma. This work was
carried out at the LTSPA laboratory. The objective of our study is to evaluate the physico-chemical
qualities and the microbiological characteristics of our samples.

The physico-chemical analysis consists of measuring the fat content, the total dry extract then the pH

The microbiological study of our samples of free-range sheep and cow butter on different culture media
(MRS, M17, Elliker) consists of counting, isolating and then purifying lactic acid bacteria. Technological
aptitudes such as acidity and proteolytic activity were tested. The identification of 3 isolates by

morphological methods revealed a dominance of the genus Lactobacillus

Keywords:Farmbutter,Lacticacidbacteria,ldentification, Technologicalskills
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Introduction

Une grande variété de produits laitiers est préparée traditionnellement en Algérie dont le but est
la préservation du lait pour utilisation ultérieure. Les produits laitiers traditionnels algériens les
plus important qui ont la signification commerciale sont : Raibe, L’ben, K’lila, Zebda et j’ben
(BENKERROUMetal,2004).

En Algérie, le lait cru est transformé par des méthodes traditionnelles en (Lben), en(Zebda) ou en
(Dhan) et autres produits laitiers. Ces produits gardent leurs qualités désirables méme apres une
longue conservation a température ambiante. Zebda est un produit laitier algérien, fabriqué a partir
du lait cru entier par des méthodes traditionnelles. La fermentation du lait cru aboutit a la formation
d'un lait caillé qui est baratté jusqu’a la séparation des grains du Zebda. Il est conditionné par la
suite dans de spots en plastiques fermés hermeétiquement et entreposés a une basse température. Ce

produit cru n’ayant pas subit au préalable un traitement thermique.

Il est bien connu que les bactéries lactiques occupent une place importante dans les technologies
laitieres et elles constituent un vaste groupe bactérien dont la taxonomie est régulierement remise
a jour avec la progression des données moléculaires. Elles regroupent un ensemble d’espéces

hétérogenes dont le trait commun est la production d’acide lactique.(Djerdiretal,2018)

Les bacteries lactiques sont des microorganismes présentant des caractéristiques morphologiques,
physiologiques, et métaboliques variées. (Hammache et al, 2018) Une large gamme d'activités
métaboliques et propriétés sont recherchées chez ces bactéries pour un usage industriel, telle que

I'acidification, la protéolyse, etc. (Aibeche,2019)

Le secteur industriel s'intéresse beaucoup aux bactéries lactiques. Ils sont large ment utilisés dans
les processus de fermentation lactique qui aboutissent a la création de produits alimentaires. Ils
garantissent une bonne sécurité alimentaire ainsi que certaines qualités d’ardme et de texture .La
création d'acide lactique, tels que les acides lactique et acétique, qui réduisent le pH de milieu
(Alaouiet al.,2016)

L’objectif de notre travail consiste a realiser :

Des analyses physicochimiques
Une identification microbiologique
Et enfin quelques aptitudes technologiques pour déterminer la qualité du Zebda traditionnel de

vache et de brebis de la région de Nadma.



Le mémoire est structuré en trois principales parties, en plus de I’introduction, de la conclusion

générale et quelques perspectives.

e La premiere partie est une revue bibliographique mettant 1’accent sur la technologie du
beurre fermier, et les bactéries lactiques

e Laseconde partie consacrée au matériel et méthode présente la démarche adoptée. Elle traite
les analyses physicochimiques et microbiologiques, les techniques d’identification des isolats,
I’évaluation de quelques aptitudes technologiques.

e La troisieme partie est consacrée aux résultats et a leur discussion. Enfin le

mémoire s’achéve par une conclusion et quelques perspectives.



CHAPITRE 1
LA TECHNOLOGIE DU BEURRE

Fermier



CHAPITREO1 LATECHNOLOGIEDUBEURREFERMIER

1. Définition du beurre fermier

Selon le Codex Alimentarius, Zebda (beurre traditionnel) est un produit gras dérivé
exclusivement du lait et/ou de produits obtenus a partir du lait, principalement sous forme d’une
émulsion du type eau dans huile. 1l est obtenu par barattage de la creme du lait (Benkerroum,
2013).Zebda peut étre préparé a partir du lait de différentes espéces ; le lait cru est soumis a une
acidification spontanée a température ambiante jusqu’a la coagulation (Idouiet al.,2010).

2. Composition du beurre fermier

Le beurre fermier contient 2,7 g de protéines pour 100 g et pratiquement exclusivement de la
matiere grasse laitiere pas moins de 80% de MG. Les lipides sont constitués de glycérides a 65 %
satures, 35 %insaturés, 15 % d'acides gras a chaine courte et moyenne particuliérement digestibles
et 3 a5 %d'acides gras polyinsaturés importants (acide linoléique et linolénique).

Zebda est la seule matiére grasse qui offre des quantités substantielles de vitamine A (une portion
quotidienne de 24g correspond a environ 30% des besoins en vitamine A). Il est préparé a partir de
creme (baratte),et chaque 100g contient 0,8g de protéines(Vilain,2010).

En raison de son point de fusion bas, il est plus digeste et absorbe les nutriments plus rapidement
que les autres graisses animales.

De petites quantités de protéines, de sucre de lait et d'eau dans Zebda en font un substrat approprié

pour les microbes (Ghasemloyetal.,2017).(Tableau01)



CHAPITREO1 LATECHNOLOGIEDUBEURREFERMIER

Tableau 01 : Composition moyenne pour 100 g de beurre (Apfelbaum, Romon,

Dubus,2009)
Composants Valeurs
Energie 3155Kjoules,755Calories
Lipides 83 g dont
Acidegra ssaturées 52,69
Acidemono-insaturées 23,50
Acide mono pulyinsaturé 29
Protéine 19
Glucide 19
Eau 159
Cholésterol 250mg
VitamineA 900pgalmg
Vitamine D2 5ug

3. Structure du beurre fermier

L'inversion de phase, ou transformation d'une émulsion de globules gras dispersés dans une
phase aqueuse (lait écrémé) en une émulsion de gouttelettes d'eau dans une phase continue, est
nécessaire a la fabrication du beurre(figure 1).(Romainetal,2008)
Le beurre est principalement constitué de matieres grasses du lait, que l'on peut retrouver dans le
beurres ou deux formes différentes :globulaire et libre. Ces deux types de matiéres grasses
contiennent certaines a I'état liquide et d'autres a I'état cristallisé. Par conséquent, le rapport et la

composition de ces deux types de matiéres grasses déterminent la fermeté et la consistance du

beurre(Foxetal.,2015)



CHAPITREO1 LATECHNOLOGIEDUBEURREFERMIER

séparatio Barattag

—_—

Barattag

— -

Vidange

AAN

HhM
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Lait Créme Petits Gros
grains grains

Figure 1 : représentation schématique des étapes de la production du beurre. Le noir désigné,
laphasecontinueaqueuseetleblancindique,laphasecontinuelipidique(Foxetal.,2015)

Les propriétés physicochimiques de la matiére grasse du lait fluctuent tout au long de I'année
en fonction de la race, du stade de lactation et de l'alimentation. De ce fait, la proportion d'acides gras
insaturés est plus élevée et plus douce en été qu'en hiver. Les agglutinines peuvent se lie ’accouche
externe des globules gras individuels et favoriser leur juxta position en groupes de plusieurs centaines
d'unités, ce qui contribue a augmenter spécifiqguement la graisse. De plus, certains globules forment
diverses formes d'agglomérations de globules gras du fait de la présence d'une membrane plus ou
moins environ nante ,ce qui confére au globule gras un réle prédominant dans la production de
beurre.(figure01)(Lapointe-Vignola,2002)

Globules Membrane Cristaux de Gouttelettes ulles
Gras globulaire  matiere grasse aqueuses d'air

Figure02: Microstructure du Zebda a température ambiante(Walstra etal,.2005)
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4. Fabrication traditionnel du beurre fermier

4.2 Méthode traditionnel

il est reconnu depuis I'antiquité que les femmes des nomades jouaient un réle tres important
dans la transformation du lait en sous-produits traditionnels, notamment le beurre frais est obtenu
apres barattage de Rayeb. Le barattage est effectué par le chekoua. Selon (Lemouch ,2007), la
préparation du Chekoua consiste a utiliser la peau de différentes races (ovine ou caprine). La peau
de chévre ou de chevreau semble mieux drainer, elle est plus épaisse, plus solide et plus résistante
aux chocs. Le Chekoua se présente comme un sac souple et humide, ayant la couleur de la peau et
se caractérise par une certaine perméabilité. En effet, il joue a la fois le r6le de réservoir et de
séparateur de phases (Aissaouietal.,2006).

il est plus épais, plus solide et plus résistant aux chocs. Le Chekoua se présente comme un sac
souple et humide, ayant la couleur de la peau et se caractérise par une certaine perméabilité. En
effet, il joue a la fois le role de réservoir et de séparateur de phases. On le laisse se putréfier a
température ambiante pendant environ 2 a 7 jours pour faciliter I'arrachage des poils ou de la laine.
Apres lavage a I'eau, la peau est traitée principalement avec du sel et du genévrier pendant 10 jours,

puis la peau interne est laissée attachée a la baignoire (2litres/nuit)(Clapsetal.,2011).

4.2.1 Ecrémage spontanée

Le lait étant maintenu au repos, la séparation des globules Grass ‘effectue en régime laminaire,
c-a-d sans turbulence. La loi de stokes permet dexprimer la vitesse d'ascension des globules a la
surface du lai t(\Veisseyre,1999). En fait le phénomene est modifié par la présence des agglutinines, a
la surface des globules. Elles tendent a favoriser le rapprochement de ceux-ci et la formation de
grosses grappes de globules dont la force ascensionnelle est beaucoup plus élevée que celle qui
résulte de I'application de la formule de stokes au globule isolés. C'est ce phénoméne d'agglomération
naturelle qui permet d'effectuer en un écrémage spontané Satisfaisant (Veisseyre, 1999). La
température a laquelle se fait I'écrémage joue un trés grand rble dans le résultat, il se fait a
température ambiante et dure 24 a48h selon la saison .La forme de vase dans lequel se fait I'écrémage
est indifférente. 1l faut de préférence, pour faciliter du nettoyage de choisir des vases larges
facilement accessible dans toute leurs parties, les vases de verre, de porcelaine, des outres en peau ou
des seaux en bois sont aussi réservés a cet usage, les quels apportent vrai semblablement acidifiante

nécessaire (Chirade etMoreau,2000),
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4.2.2 Barattage

Le barattage traditionnel, c'est une agitation énergétique de la créeme favorisant I'incorporation
de bulle d'air dont l'interface est dans un premier temps stabilisée par les GG(mousse abondante).
Lorsque les GG deviennent insuffisants pour recouvrir l'interface gazeuse générée, la mousse vas
effondre. Les membranes des GG fragilisées pendant la maturation physique de la creme, éclatent
alors a l'intérieur de la baratte. La libération de la MG liquide formeune phase continue qui soude
les GG résiduels et les fragments de GG en grains de beurre (Jeantetet al, 2006). La fabrication de
beurre d'aprés le procédé conventionnel (ou discontinue) est une application du principe de
I’agglomération(Vignola,2002).Cettetechniquedebarattagetraditionnel peut paraitre quelque peu
désuete comparativement aux performances actuelles des nouvelles générations de butyrates, par
contre elle présente l'avantage de bien faire comprendre les performances d'inversion des phases
grasses et aqueuses, contrairement au butyrateur ou le passage de la créeme (émulsion de type huile

dans I'eau) au beurre (émulsion de type eau dans I'huile) estinstantane (Luquet,1990).

Les facteurs qui vont favoriser ces phenomenes seront: la température de barattage, l'acidité de la
creme, et la taille des globules gras(Luquet,1990)
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Figure03: Barattage traditionnel du beurre a I’aide d’une baratte classique(Samet-Bali etal,2000)

4.2.3 Lavage

Il permet de refroidir et de resserrer le grain, de diluer les gouttelettes de babeurre par de 1’eau
afin de limiter le développement microbien. En général, on ne peut pas descendre en dessous de 0,5
al% de non-gras (Jeantetetal, 2008).

4.2.4 Malaxage

Le but du mélange est de répartir uniformément I'air, I'eau, le sel et les composés aromatiques
dans toute la masse butyrique, de poursuivre I'élimination de la graisse liquide et des cristaux des
globules gras qui ont été endommagés par le barattage et de bien mélanger les grains de beurre

pour produire un produit fini avec la consistance et la texture désirees.

De plus, il permet de pulvériser la phase aqueuse en fines gouttelettes de diametre moyen inférieur
a5 m a lintérieur de la graisse et de souder les grains de beurre. Il permet la production
d'environ1010 gouttelettes non grasses par gramme de beurre lorsqu'il est fait correctement. Il
conseille généralement de poursuivre le mélange jusqu'a ce que le beurre ait une consistance dure,
une texture cireuse et un aspect brillant, ainsi que jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de gouttelettes d'eau

visibles a l'intérieur du beurre (Angers,2010).

4.2.5 Salage

Le sel contribue a rehausser la saveur et a prolonger la conservation du beurre. Ses
propriétés antiseptiques permettent d’y restreindre la croissance microbienne et de prévenir certains
défauts. Le sel incorporé au beurre doit étre chimiquement pur, extra fin, rapidement et

completement soluble(Angers,2010).
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Babeurre

Beurre

Figure04: Photo du beurre et de babeur (Makhloufi,2012)

5. Procédé de fabrication d’un beurre fermier
5.1 La conservation du beurre traditionnel

Le beurre fermier est fabriqué avec de la créme crue et doit étre utilisé dans les 10 jours
suivant la fabrication au congélateur.Son stockage ne doit pas durer plus de 3a 4 mois. Tous ces
dangers d‘altération ont obligé les agriculteurs a appliquer le procédé de conservation par salage
afin de prolonger la durée de conservation de cette denrée périssable. Le beurre est altéré par la
chaleur du soleil, et il prend rapidement la saveur des produits qui [I'entourent
(BoukhatemMeriem,2021).

6. La microbiologie du beurre traditionnel

Les bactéries lactiques sont responsables de l'acidité élevée, tandis que les bactéries lipolytiques
décomposent et oxydent la teneur en graisse de Zebda, la faisant rancir, et les bactéries protéolytiques
décomposent la caséine, lui donnant une saveur de fromage. La couleur et la saveur du Zebda sont
causées par des entérobactéries coliformes et d'autres bactéries. La flore lactique naturelle ou la flore
lactique introduite au levain constitue la flore principale de Zebda. Lactococcus diacety lactis constitue
la flore naturelle. Immédiatement aprés Lactococcus cremoris. Ces deux especes sont chargées de
créer le parfum dans le Zebda(Bettachetal.,2012).
Les altérations du Zebda sont provoquées par les bactéries psychrophiles (Pseudomonas et bactéries
apparentées) ou leurs lipases qui entrainent une acidité. Les odeurs putrides peuvent étre provoquées
par Shewanellaputre faciens, des colorations diverses sont provoquées par des moisissures: Alternaria,

Clodosporium, Mucor, Rhizopuset Geotrichum. les moisissures sont microorganismes
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Respectables de la détérioration du Zebda, la majorité des espéces étant Thamnidium,
Cladosporium et Aspergillus (BenkerroumetTamime,2004)

6.1 Flore d’altération

Cette fleure n’entrainera des déficiences olfactives pour l'apparence, ’arome et la taille des
gouttelettes. Elle finira par raccourcir la durée de conservation du produit alimentaire Trois groupes
microbiologiques prédominent : les bactéries coliformes (Escherichia coli et Hafniaalvei), les
Pseudomonas du groupe des psychotrophes fluorescents et les streptocoques ;lactocoque(Vignola,
2010)

6.2 Flore indigene du beurre

Toutes les bactéries présentes dans le lait au départ du pis sont considérées comme faisant
partie de la flore originelle des produits laitiers, qui est essentiellement stérile et protégée par des
proteines appelées lacténines qui ont une réaction limitée pendant une courte période.(Cuq,2010)

11



CHAPITR 2:

LESBACTERIESLACTIQUES



CHAPITRE 02 LESBACTERIESLACTIQUES

1. Définition des bactéries lactique
Les Bactéries Lactiques (LAB : Lactic Acid Bacteria) sont des nutriments organiques des

cellules procaryotes qui forment un groupe hétérogéne (Badis et al., 2005 ; Yang et al., 2015 ;Ismail
et al., 2016). Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et métaboliques de ces bactéries
sont recherchées pour un large éventail d'activités et de propriétés métaboliques a usage industriel,
telles que l'acidification, la protéolyse, la production de polysaccharides, ... (Aibeche,2020).a leurs
bienfaits pour la sante, tels que Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus(Bouguerra,2021)

2. Habitat

Ils sont fréquemment liés aux aliments crus d'origine végétale et animale qui peuvent
subir une fermentation, tels que les produits laitiers, les viandes, les légumes et les céréales
(Bouguerra, 2021). Ils se multiplient lorsque la levure est ajoutée au pain, au vin ou a la biere
(Menad , 2018). lls peuvent survivre seuls dans I'environnement ou avec des hdtes comme des
personnes ou des animaux (Belyagoubi, 2014). Certains organismes se trouvent également dans
les voies qui régulent les systéemes digestif, reproducteur et respiratoire des humains et des
animaux (Bouguerra,2021).

3. Principaux caractéristiques des bactéries lactiques

Certaines de ces bactéries mesophiles peuvent prospérer a des températures aussi basses que 5
°Couaussiélevéesqued0°C,et elles peuvent survivre a des pH aussi basique 4 a 8 (exceptionnellement,
des valeurs de pH aussi élevées que 3,2 a 9,6). Il n'y a pas de cycle de Krebs présent dans ces
bactéries exigeantes. Leur développement nécessite des acides aminés, des bases azotées et des
vitamines, mais pas des cytochromes, des porphyrines (composants de la chaine respiratoire), de la
catalase ou du nitrate réductase. (Dribine et al. 2018), Ces bactéries sont souvent des micro-
organismes aéro-anaérofacultatifs ou microaérophiles stationnaires, tolérants aux acides et
asporulants (Brahimi, 2015). Ils peuvent étre ronds (genre streptococcus et lactococcus), en forme

de batonnet ( genre lactobacillus) ou ovoides (genre leuconostoc sp)(Boullouf,2017)

4. Principaux genre de bactéries lactique
4.1 Le genre Lactobacillus
Le genre principal de la famille des Lactobacillaceae est lactobacillus, qui comprend diverses
especes utilisées comme polluants ou comme agents de fermentation lactique dans une grande variété
d'industries. Ce sont des bacilles stationnaires, asporulés, longs, fins et parfois recourbés qui sont
fréquemment regroupés en chaines (Figure05 ). Catalase négative, pousse mieux entre 30 et 40

degrés Celsius. Les besoins alimentaires en acides aminés, vitamines, acides gras, nucléotides,
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Glucides et minérauxdansleslactobacillessontextrémementcompliqués.(Menad,2018)

Figure 05 : Lactobacillus bulgaricus au microscope électronique.(Menad,2018)

4.2 Le genre Lactococus et Streptococcus

On pense que les streptocoques du groupe N du genre Lactococcus représentent les streptocoques
dits "lactiques” car ils sont liés a plusieurs fermentations alimentaires et dépourvus de caractéristiques
nocives. Streptococcus est encore un genre relativement vaste et sa catégorisation a subi plusieurs
changements. La majorité des espéces de ce genre sont classées en deux groupes sur trois : pyogenes et
hémolytiques. Les streptocoques que l'on trouve dans les aliments, comme les espéces de
Streptococcus thermophilus, varient selon leur habitat (produits laitiers) et leur nature non pathogene.
Oraux (tels que St. Salivarius et St. bovis) et autres streptocoques rencontrés dans les aliments.Ces
genres présentent tous les traits suivants : températures de croissance comprises entre 25et45°C,

Anaérobies facultatifs, chimioorganotrophes, homofermentaire et catalase négative.
(Boudersaet al,2017)
4.3 Les genre Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Ils recueillent les coquilles lenticulaires mésophiles, nettement hétérofermentaires, par paires ou

chaines, qui produisent de I'acide lactique.

Les coccobacilles hétérofermentaires appartenant au genre Leuconostoc produisent exclusivement
de l'acide lactique et n'utilisent pas l'arginine pour produire de I'ammoniaque. Les leuconostocs
sont mésophiles (optimum : 20-30P o PC) et sont caractérises par la production, a partir du citrate
du lait,de diacetyle, sont généralement utiles dans de nombreux types defromages. Le Ln.
Mesenteroides et ssp .Cremoris, en légumes fermentés (blé, olives, choucroute, lait.)interviennent

également dans la filiere lait (beurre et creme).(Negadietal,2017)
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4.4 Le genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type £ etp sont des
commensaux de l’intestin. Les espéces rencontrées dans I’alimentation sont essentiellement En.
Faecalis et les espéces proches. Les entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobile,
homofermentaire, généralement différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol, ils

croissent entre10°Cet45°C. !u(Rakhisetal,2016)
4.5 Le genre Bifidobacterium

Les bactéries lactiques sont depuis longtemps associées au genre Bifidobacterium. Il a ensuite été
classé comme appartenant au phylum Actinobacteria aprés avoir été isolé car sa concentration en G
+C était supérieure a 50%. Leur pH de croissance idéal typique varie de 6,5 a 7 et leur température de
croissance idéale est de 37 a 41 degrés Celsius. Ils ont une morphologie bifide en Y ou en
Virrégulier. 1ls décomposent les hexoses par hétérofermentation, générant ainsi de I'acide lactique et
acetique.(Aibecheetal,2020)

4.6 Le genre Pediococcus

Les Pediocoques se présentent comme des coques a Gram positif sphériques ou lenticulaires,
asporulés, immobiles, catalase le plus souvent négative, a fermentation hétérolactique, anaerobies
facultatifs, exigeants du point de vue nutritionnel et le GC% varie de 34% a 44%.lls sont
généralement isolés du matériel végétal (Pediococcus acidilactici,Pediococcus parvulus,Pediococcus
inopinatus et Pediococcus lolii), des boissons fermentées, de la viande et des produits laitiers. Ce
genre se compose de 12 espéces, certaines se distinguent par leur capacité a se développer dans un
milieu contenant des teneurs trés élevées, jusqu‘a 18% de NaCl, comme Pediococcus
halophilus.(Benhamadaetal,2020)

Tableau02:Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques

(Bougeura,2021)
Genre Morphologie Fermentation Températureoptimale

Lactobacillus Bacille Homo ou Mésophile ou
hétérofermentaire thermophile

Lactococcus Coque Homofermentaire Mésophiles

Streptococcus Coque Homofermentaire Mésophiles ou

thermophile

Leuconostoc Coque Hétérofermentaire Mésophiles

Bifidobacterium Forme irréguliere Acide acétique Mésophiles

et lactique
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5. Classification des bactéries lactiques

La systématique est en évolution permanente. Il n'Ya jamais eu degré glesunanime mente
connues sur la facon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypiquement classées. La
littérature scientifique suit généralement les recommandations des comités de taxonomie qui operent
sous les au spices de 'union internationale de sociétés microbiologiques.(Khodja,2018).

Selon les aspects morphologiques, biochimiques et physiologiques qui peuvent étre observés. Des
indicateurs de catégorisation chimique ont également été utilisés, tels que la teneur en acides gras etla
composition de la membrane cellulaire(Belyagoubi,2014).

La classification traditionnelle et la catégorisation contemporaine sont les deux catégories.

5.1 Classification classique

Basée sur la morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes
températures, la configuration de I'acide lactique produit et la tolérance aux fortes concentrations en
sel et aux acides ou bases. (Bouguerra,2021) D’autres caractéristiques phénotypique et biochimique
sont utilisées pour identifier les espéces des BL, il s’agit de : la gamme des carbohydrates fermentés,
I’hydrolyse de l'arginine, la production d'acétoine (test de Voges-Proskauer), la tolérance aux sels
biliaires, le type d'hémolyse, la production de polysaccharides extracellulaires, les besoins en facteurs
de croissance, la présence de certaines enzymes (par exemple, 3-galactosidase et fglucuronidase), les
caractéristiques de croissance dans le lait et le typage sérologique.(Bouguerra,2021)

5.2 Classification moderne

En se basant sur I'hybridation ADN-ADN et le séquencage du gene de I'ARNr16S, la
classification des bactéries lactiques a pu étre affinée. Elle a permis de regrouper des espéces (Le
regroupement des especes proches de Lactobacillus pour la création du genre Carnobacterium) et
d’en  séparer d’autres(La  separation du genre  Streptococcus en:  Streptococcuss

ensustricto,Lactococcus et Enterococcus) en creant de nouveaux genres.(Mermouri,2018)
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Figure06 : Arbre phylogenétique décrivant la relation entre les familles d’ordre
Lactobacillales basé sur la séquence du génel6S del’ ARNr(FELIS etal.,2015)

6. Les méthodes taxonomiques

Plusieurs méthodes ont été appliquées pour I’identification des BL dans les produits
alimentaires fermentés qui sont principalement regroupés en deux catégories :méthodes
phénotypiques et moléculaires (génotypiques). Chaque méthode englobe différentes techniques, la
méthode phénotypique, biochimiques,et chimio-taxonomiques et la méthode moléculaire englobe les
techniques protéiniques, métaboliques et les technologies génomiques.(EISheikha&Hu,2020).

6.1 La méthode phénotypiques

Il'y a des tests physiologiques et métaboliques/biochimiques, les tests phénotypiques sont les
bases essentielles pour l'identification et la différenciation des bactéries lactiques et pour voir la

morphologie des colonies bactériennes(POT,2010).
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6.1.1 Caractere morphologiques

L’étude morphologique consiste a décrire 1’aspect des colonies, la couleur et la taille sur milieux
solides. Elle est ensuite conduite par une coloration différentielle de Gram pour écarter les bactéries
Gram négatif, a observer leurs formes coques ou batonnets et leurs modes de regroupement ainsi que
la présence ou I’absence des spores.

7. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques tirent leur énergie de la phosphorylation au niveau du substrat. Il est
possible de diviser les genres en deux grands groupes en utilisant le mécanisme de la fermentation

du glucose, qui est un trait clé pour la séparation des genres.(Belhamra,2017)

7.1.2 VVoie homofermentaire

L'acide lactique est produit par des bacteries lactigues homofermentaires a partir de tout
surplus de glucose. Selon les espéces, plusieurs méthodes sont utilisées pour transférer le glucose ou
le lactose vers les cellules. Dans la derniére phase de la glycolyse, ils utilisent la voie EMP pour
convertir le pyruvate en lactate, puis reconstituer le NAD+ a partir du NADH précédemment produit.

Les bactéries utilisent un lactate déshydrogénase dans la derniére étape.(Bekhouche,2006)

7.1.4 Voie hétérofermentaire
Ce groupe de BL utilise la voie des pentoses phosphate (ou 6- phosphogluconate) qui consiste a
phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le pentose
résultant est clive en glycéraldéhyde phosphate qui suit la voie de la glycolyse une déshydrogénation
du glucose, apres sa donnant l'acide lactique et I'acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol. En raison
de la production de CO2, d'éthanol ou de l'acétate en plus de l'acide lactique, cette fermentation est

appelée hétérolactique (Djellouli, 2018)

18



CHAPITRE 02 LESBACTERIESLACTIQUES

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
ATP ATP
~ ADF Iucose-gi;’ Iucoéle-é?;
'\kb ATP g g
acetyl-P
> fructose-6-P 6-P-gluconate
érythrose-4-P_<—— jid i\- CcOz|

DR fructose-1,6-diP ribulose-5-P
v
sedoheptulose-7-P l ___— xylulose-5-P

glyceraldehyde-3-P <
<> dihydroxyacetone-P

ribose-5-P
l xylulose-5-P 1 ,3-biP-g1£:qe\;§te aceltylf
P 2are [acétatd
fibulose-5-P acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
l\:’i"; 2-P-glycerate acetyldehyde
o .
h h | t
phosphoenolpyruvate
ATP
pyruvate

Figure08: Les deux principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactiques
(Bahri,2014).

7. Propriétés fonctionnelles et technologiques des bactéries lactiques

L’utilisation des LAB pour une application industrielle donnée est déterminée par leurs
propriétés fonctionnelles et technologiques
7.1 Activité protéolytique
Augmentation des densités cellulaires Un systéme protéolytique capable d'hydrolyser les
protéines pour répondre a tous les besoins en acides aminés est nécessaire pour que les bactéries
lactiques puissent exécuter les processus de fermentation. Du fait de leur machine enzymatique ,les
bactéries lactiques présentent une variété d'utilisations possibles pour la partie Azotée. Par rapport aux

lactocoques, les lactobacilles présentent souvent une activité protéolytique importante (Hadef,2012).
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7.2 Pouvoir acidifiant

Pour la sélection des souches lactiques acidifiantes, la technologie laitiere considére l'activite
acidifiante comme un facteur particulierement intéressant. L’acide
lactique est produit lors de la fermentation BL des glucides et présente des avantages avantageux.
Le taux d'acidification varie selon les espéces. Le pH est diminué par la fermentation des glucides,
qui est nécessaire au caillage du lait, et l'acidité est augmentée, ce qui déclenche les réponses de
changement souhaitées telles que I'évacuation du lactosérum. De plus, la création de jeux acides, la
création de la texture, du parfum, du goQt et de l'activité antibactérienne (Boullouf,2017).

7.3Activité aromatisante

Les caractéristiques organoleptiques du produit dans lequel ils se développent sont intimement liées
a leur action. En effet, certaines bactéries lactiques ont la capacité de produire des molécules
parfumantes qui soutiennent les propriétés organoleptiques des fromages. La majorité des molécules
gustatives, l'acétoine et le diacétyle, sont produites par le metabolisme du citrate. Ces qualités
aromatiques sont puissantes en brassage et avec de nombreux articles, elles ne sont donc pas toujours

souhaité (Chemlal-Kheraz,2013)

8. Intéréts des bactéries lactiques

Les denrées alimentaires sont mieux conservéees grace aux métabolites créés par les bactéries
(Caplice et Fitzgerald 2000). Il est essentiel que les industries médicales et alimentaires travaillent
ensemble pour produire des remedes efficaces (Carr et al., 2002). Des études ont recommandé
I'utilisation de bactéries lactiques spécifiques comme probiotiques en médecine préventive ; en les
empéchant de décoloniser les parois du systeme digestif, ils permettraient la création d'une nouvelle
flore intestinale susceptible de concurrencer une flore potentiellement dangereuse
(Fernandezetal.,1999;Daeschel1999,. Ammoretal.,2006)
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|

. Objectifs de I’étude
L’étude microbiologique réalisée répond a deux objectifs :
= Caractérisation et valorisation des souches lactiques

= Recherche et le dénombrement de la flore lactique du beurre traditionnel.
= |solement et identification des bactéries lactiques.
= Aptitudes technologiques

o Pouvoir acidifiant

o Activité protéolytique

2. Lieu et durée du travail

Cette étude a été réalisée au Laboratoire de recherche des Sciences et Techniques de
Production Animales de Hassi-Maméche, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, de
I’Université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

Période expérimentale: du mois de Avril2023auMai2023.

-

nond o
L'aboratoire
éténinaire

-
~
4
i

Figure09: Situation géographique de laboratoire de recherche LSTPA de I'université

Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem(GoogleMaps )
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3. Origine des échantillons

Pour la realisation de cette étude nous avons utilisé 02 échantillons provenant de la wilaya de

Naama la région de Elbiod et Mechria ; deux échantillon de beurre fermier type beldia de vache et

de brebis prélevé aseptiquement et conservé dans une glaciére a 04°Cjusqu’au leur acheminement
au laboratoire.

Figure 10: les échantillons de beurre fermier de vache et brebis

4. Méthodes

Cette analyse consiste a mettre en évidence la flore lactique contenue dans le beurre fermier. Nous

nous sommes basés dans la détermination des genres, des espéces qu’on Vveut isoler sur les résultats
de travaux réalisés par(Badisetal.;2012).
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4.1.Protocole expérimentale

-
Beurre fermier
\_

Analysesphysico- Analyses

chimique Microbiologiques
*opHT - Dénombrement et isolement
*  Taux de matiere de la flore lactique

grasse
* Extrait sec total « Identification et conservé

les souches isolée

 Aptitude technologique

~N

Figurell: Protocole expérimental générale

5. Techniques d’analyse

5.1. Analyses physico-chimiques du beurre fermier
Pour assurer une bonne qualité du beurre fermier, le laboratoire effectué une gamme d’analyse

physico-chimique
5.1.1 Mesure de taux butyreux
Cette analyse est réalisée a laboratoire de GIPAIT, L’acido-butyrométrique de GERBER est
utilisée pour la détermination du taux de matiere grasse, Dans un butyrometre, prendre 5gdu beurre
fermier ; ajouter 10ml d’acide sulfurique et 1ml d’alcool iso-amylique et 10ml d’eau pour faciliter la
lecture, homogénéiser et placer le butyromeétre dans la centrifugeuse.(figure03)pendant 5min afin
d’obtenir la séparation de la MG puis faire la lecture (chaque centimétre dans I’échelle de

butyrometre correspond a10g de MG)
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Figure 12: Détermination de la matiére grasse du beurre fermier brebis et vache

5.1.2 Détermination du pH du beurre fermier
Installer les électrodes aux entrées correspondantes sur 1’appareil, étalonner I’appareil a

I’aide d’une solution tampon .Ensuite rincer I’électrode avec de I’eau distillée, puis plonger

I’électrode dans 1’échantillon a analyser et lire la valeur du pH directement (Benaissaetal.,2016).

5.1.3 Détermination de | ’EST

L’extrait sec total (évaporation ou élimination de ’humidit¢é du beurre fermier) est mesuré au
moyen d’un dessiccateur (type précisa HA 300), équipé d’un systéme de chauffage avec deux lampes a
rayonnement infrarouge et d’un clavier permettant la programmation des paramétres d’analyse.
- On place une capsule en verre dans un dessiccateur réglé a 125°C et durant 25 minutes, pesé au
moyen d’une balance analytique, Puis tarer (lamasse de la capsule vide en gramme).
—A I’aide d’une spatule on prend 05g de beurre et ont dispersé dans la capsule.

- On ferme la capsule et le résultat est obtenu aprés 25minutes.
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5.2 Techniquesdepréparationdeprisesd’essaispourlesanalysesmicrobiologiques

5.2.1 Regles génerales de la bonne pratique du laboratoire

La manipulation de base est celle du transfert des germes d’un récipient a un autre, il

faut donc respecter certaines regles lors des manipulations :

Se laver les mains avant la manipulation ;

Nettoyer et aseptiser les paillasses avant et apres manipulation ;
Travailler le plus prés possible du bec bunsen avec ustensiles stériles ;
Travailler de fagon absolument aseptique ;

Toutes les boites de pétri, bouillons ensemences, ainsi que les ustensiles
souillés (Pipettes, tube...) devront étre autoclaves ou décontaminés.

Notre analyse microbiologique se base sur le dénombrement des germes recherchés

dans le beurre fermier qui sont :

Les bactéries lactiques d’un beurre fermier

5.2.2 Préparation de la solution mere

L’échantillon du beurre a été fragmenté a I’aide d’une spatule stérile et 10g ont été placés

dans un sachet stomacher avec 90 ml d’eau péptoné on fait le mélange et le tout (figure 08) a été

met dans un appareil stomacher il est a une T° ambiante (figure09).

Figurel3:Préparation de la solution mére avec le stomacher
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5.2.3 Préparation des dilutions décimales

Préparation des dilutions décimales mere du beurre Les dilutions décimales ont été réalisées a

partir de la solution mére jusqu’a la dilution10~’

1 ml de la solution mére (phase aqueuse) a été prélevé a 1’aide d’une pipette Pasteur et

introduit dans un tube a essai contenant 9 ml de la solution eau péptoné, ainsi s’obtient la dilution
10"

Apres avoir homogénéisée soigneusement sur agitateur-vortex 1 ml de cette derniére a été
prélevé et introduit dans un autre tube stérile contenant 9 ml d’eau péptoné pour obtenir la

dilution10-on fait la méme manipulation jusqu'al0~(Figure 14).

Les dilutions successives ont été effectuées de la méme maniére en partant toujours de la
dilution précédente et en changeant a chaque fois I’embout pour ne pas perturber les
dilutions,(Tessier,2012)

- ks
A0
3 -

e

b -

Figurel4: Préparation des dilutions de beurre du10a10~”’
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5.2.4 Recherche et dénombrement de la flore lactique du beurre fermier
Les milieux de culture ainsi que les conditions d’incubation sont donnée par le tableau 01

Tableau03: Milieux de culture et conditions d’incubation pour la recherche et le

dénombrement de la flore lactique du beurre traditionnel.

Leuconostoc Elliker 30°Cpd24H a 48H
Les lactobacilles MRS 37°Cpd24H a 72H
Les coques M17 37°C pd24H a 48h

5.2.5 Dénombrement de la flore lactique sur milieux gélosés

A partir des dilutions décimales, ’ensemencement des boites de pétri des lactobacilles,des
lactocoques et des leuconostoc a été effectué en masse dans les milieux MRS dans un milieu
anaérobiose, puis M17 et Elliker respectivement. On étale 100 pl de chaque dilution sur les milieux

de dénombrements, Les boites sont ensuite incubées37°Cpendant24 ha72h.

Calcul standard aprées simple comptage

« Soit X ¢ la somme de toutes les colonies comptées sur toutes les boites retenues(et tel que

au moins une des boites comptées contenaitaumoinsl5colonies).

« Soit V le volume inoculum appliqué a chaque boite(en général exprimé en mL).
« Soit n 1le nombre de boites retenues a la premiére dilution(engénéral2).

« Soit n2 le nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution(engénéral2).

« Soit d le taux de dilution de la premiere dilution retenue pour les comptages sur botte.

T .

(Hl + D,lni:l.:ﬂ:"

[ ¥ ] =
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5.2.6 Isolement des bactéries lactiques

L’isolement des lactobacilles a été réalisé par étalement de 0,1 ml des dilutions 10 jusqu’a
10 7 & la surface de la gélose MRS (Man, Rogosa , Sharpe) substitué par la L cystéine additionnée
par 10ml antifongique(fungizone) et celui des coques lactiques sur la gélose M17 puis les
leuconostoc sur le milieu Elliker, L’incubation des boites Pétri a été faite a 37°C et celle de
leuconostoc a 30°C cependant 48 a 72 heures, de chaque boite, une dizaine de colonies apparemment
caractéristiques du groupe a été prélevée puis purifiée par repiquages successifs.

Figurel5 : Incubation des colonies sur un milieu anaérobiose
5.2.7. Purification des bacteéries lactiques

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les bouillons MRS
et gelose (MRS et M17). La purification des souches consiste a les ensemencer en stries sur des
boites de Pétri coulées avec des milieux MRS. Les boites sont ainsi incubées a 37°Cpendent48 h.

L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention des colonies pures.
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Figurel6 : Purification des isolats

6. Recherche de leuconostoc
Les isolats presumé leuconostoc on subit un enrichissement pour test de confirmation.
7. La conservation dessouches

La conservation des isolats purifies est réalisée par ensemencement sur gelose inclinée. Apres
incubation des bactéries lactiques, et a 37 °C pendant 24h pour les bactéries lactiques, les tubes sont

conservés a 4°C, la revivification de ces bactéries se fait toutes les trois (03) semaines.
7.1 Conservation a court terme

La conservation a court terme des isolats purifiés est effectuée par ensemencement
dessouches pures sur gélose MRS inclinée a I’aide d’une anse en platine stérile. Apres incubation
a 30°C pendant 18h, Les tubes sont maintenus a 4°C et le renouvellement des souches se fait par

repiquage toutes les trois a quatre semaines(Saidietal.,2002).

7.2 Conservation a long terme

A partir des jeunes cultures de 18 h sur milieu liquide. Une fois le surnageant éliminé, on
ajoute le milieu de culture de conservation (beurre fermier70% et 30% de glycérol) sur le

culot.Les cultures sont conservées en «Eppendorfs» a -20°C.Lafigurel7 montre le
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Protocole de conservation a longue dureée (Badisetal.,2004).Les cultures peuvent étre

conservées plusieurs années.

Jeter je surnageant Lait écrémé
(70..) *
ghycérol (M%),

R —
T o>

Cultures jeunes Q

(I18h) suor
milicu MRS = sl B — = >

liquide q,' >

Centrifugation 4000tr/min Culot Comservation
(10 min) «~20°C

Figurel7: Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques purifiees

8. Tests de verification pour I’identification des bactéries lactiques
8.1Verification des bactéries lactiques isolées
8.1.1 Test de production de catalase

Ce test a été réalisé selon le protocole expérimental décrit par (Prescott et al., 2003 ). Ce test
consiste a mettre une colonie prélevée du milieu MRS gélosé a I’aide d’une anse stérile dans de
I’eau oxygénée. Le dégagement de bulles de gaz signifie qu’il y a production de I’enzyme
catalase et est positif. La réaction chimique de dégradation d’eau oxygénée établit comme sui

H202 Catalase R H20 +%02

8.1.2 Observation macroscopique

Une observation macroscopique permet de décrire ’aspect des colonies, obtenus sur

milieu solide (taille ,pigmentation , contour ,aspect, viscosité).
8.1.3 Observation microscopique

L’observation microscopique au grossissement(GX100) permet de classer les bactéries selon leur

Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association.
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9. Identification des isolats lactiques
Pour une identification préliminaire de ces bactéries, nous sommes basés sur une étude Morphologique ;

les formes caractéristiques des colonies, leur coloration de Gram et test de catalase.

10. Etude de quelques aptitudes technologiques des isolats

10.1 Pouvoir acidifiant

L’un des critéres technologiques les plus importantes chez les BL est leurs cinétiques de la
production d’acide lactique ; la mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part
I’évolution du pH en fonction du différents temps, d’autre part simultanément I’acidité totale

par la soude.

La souche lactiqgue isolées sont ensemencées dans des flacons contient 200ml de
laitécremeéstérileestincubedans30°C,la lecture s’effectue a différentes périodes d’incubation
2h,4h, 6h,8het24h.

La mesure du pH et d’acidité s’appliquent de la maniere suivante ; on préleve 10ml du flacon
qu’on repartit dans un bécher puis mesurer le pH avec le pH meétre, ensuite mesurer 1’acidité
dans le bécher de 10 ml on ajoute 3 goutte de phénophtaléine on titre avec NaOh jusqu’au le
virage de la couleur du blanc a la rose pale, dans le moment du changement on note le volume de

NaOh écoule, la couleur rose persistant10 sec au moins.
L’acidité est déterminée par la formule : Acidité (D°) = NaOH x 100u VNaOH : Volume de
NaOH utilisé pour titrer ’acide lactique.

10.1Activité proteolytique

Ce trait a un impact significatif sur les propriétés du produit final, notamment la texture et
la saveur du beurre, produit en grande quantité dans l'industrie laitiere. Le milieu Plate Count
Agar (PCA) additionné de 10 % de lait écrémé est utilisé pour ce test. Un volume de 10 ul de
culture fraiche est déposé dans des puits creusés préalablement dans des boites de Pétri. Les

boites sont ensuite incubées a30°C pendant 24a 48heures (Thapaetal.,2012).

L’activité protéolytique est traduite par ’apparition de halos clairs autour des puits ou ont été
déposées les colonies bactériennes. Les halos les plus larges indiquent quels isolats ont une forte

activité.
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Conclusion

Le travail réalisée est basé sur la caractérisation des bactéries lactiques et 1’évaluation de la qualité
physico-chimique et microbiologique du beurre fermier fabriqué avec des méthodes traditionnelles,

collectés au niveau des différentes régions de Nadma.

Cette ¢étude nous a permis d’avoir une idée sur la composition de la flore lactique du
beurre  fermier de brebis et de vache. Les résultats des analyses physico-chimiques
concernant la détermination du pH montre des moyennes 4,90 pour le beurre fermier de
brebis et 6,80 la vache. En ce qui concerne la matiére séche, celle-ci varieentre80%et30, 9.La

valeur de la matiére grasse elle oscille entre 83%et70%.

Les valeurs des paramétres du beurre de brebis sont généralement comprises dans les intervalles
proches aux normes retenues pour ce produit alors que les valeurs du beurre de vache ne le sont pas,

selon les normes obtenu par laboratoire GIPLAIT ont un intervalle de 80 a 84%

Concernant la qualité microbiologique, on a rapporté que les bactéries lactiques constituent la flore
dominante du beurre ; d’apres les résultats des analyses de nos échantillons, la différence entre la
charge microbienne des BL indique probablement que la méthode de préparation du beurre qui se

différe d’une région a une autre pour influencé la flore

Aussi il y’a d’autre facteur tels que le climat et la période de prélevement qui ont fort effet surle

développement des BL(Lairinietal,2014).

Ces résultats peuvent étre compatibles avec une bonne qualité microbiologique et les conditions

hygiéniques acceptables lors de la fabrication

A T’issu de ce qu’il a été réalisé trois souche de BL ont été isolées et purifiées a partir du beurre
fermier apres leur culture sur milieu spécifique, nous avons présumé que les souches isolées par les

méthodes morphologiques les BL isolées et identifié sont généralement sont des lactobacillus

L’évaluation de quelque aptitude technologique a mis en évidence I’existence de bonnes

fonctionnalités technologiques chez les isolats testés

Enfin, ces résultats peuvent étre trés intéressants du point de vue technologique.
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Annexe0l

1.Produits et matériels utilises

1. 1 Produits:02 échantillons de beurre fermier(vache et brebis)
1.1.1Matiérespremieres

1.1.1. 1.Beurre

[ Les échantillons sont prélevés de la région de NAAMA

[ Ces préléevements sont transportés dans une glaciére

C Arrivés au laboratoire, ils sont mis au réfrigérateur en attendant les analyses.

1.1.2. Autres produits

= Eau distillée
= Eau péptonée
1.1.3 Milieux de culture

= MRS
= M17
= Elliker

= Les bouillons
= Gélose incliné
=  PCA lait

1.1.2.1. Réactifs chimiques

= Tampons de pH(4,00 et 7,00)

= Hydroxyde de sodium NaOH(0,1Net3N)
= Acide acétique

= H02

Violet de Gentiene

Fushine
Ethanol
= Lugol

= Alcool iso-amylique
= Huile a immersion
= Acide sulfurique

= Glycérole
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= Eau oxygénée

= cyctéine
1.2. Matériels

1.2.1. Verreries

Ballon a fondplat
Béchers(10ml-100mI-1000ml)
Pipettes graduées(1ml-10ml-25ml)
Pipettes pasteur

Burette graduée(25ml)

Capsules

Tubes a essais

Eprouvettes graduées(100ml, 250mI500ml)
Verre a montre

Lesflacons250ml

Les boites pétries

Les embouts bleus

1.2.2. Appareillages

Centrifugeuse(HettichUNIVERSAL2s)
Agitateur magnétique(STUART)
Etuve(Memmert)
PH-métre(LEYBOLD-HERAEUS)
Plaque chauffante(IKA-RCTbasic)
Bainmarie(memmert)
Réfrigérateur(kuhlbox2000)
Balance électriqgue(KERN)
Vortex(Kartell)

Autoclave

Microscope optique
Dessiccateur(///ACIS).

1.2.3. Autres matériels

Bec Bensun
Papier aluminium

Pince
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Barreau magnétique
Papier filtre
Micropipette
Spatule

Lame
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ANNEXEOQ2

Milieux de culture

Les compositions sont données pour un litre d’eau distillée,le volume doit étre amené a un
litre d’eau a I’aide de la quantité nécessaire d’eau distillée. Le pH final, le temps et la
température d’autoclavages ont mentionnés ainsi que les modalités particulieres de
préparation.

BouillonM17
Bouillonde Terzaghi
Peptone de soja 5,09
Peptone de viande 2,5¢
Peptone de caséine 2,50
Extrait de viande 5,09
Extrait de levure 2,5¢
Lactose 5,09
Acide ascorbique 0,509
Glycéro phosphate de sodium 19,09
Sulfate de magnésium 0,259
Eau distillée gsp 1000mL
pH6,5
Stérilisation;120°Cpendant15minutes
Guiraud,2003

BouillonMRS
Bouillon de Man Rogosa et Sharpe
Peptone 10,09
Extrait de viande 10,09
Extrait de levure 5,09
Glucose 20,09
Tween80 1,0mL
Phosphate di potassique 2,09
Acétate de sodium 5,09
Citrate triammonique 2,09
Sulfate de magnésium 200,0mg
Sulfate de manganese 50,0mg
Eau distillée gsp 1000mL
pH6,2
Stérilisation:120°Cpendant15minutes
Guiraud,2003
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GéloseMRS
MilieudeManRogosaetSharpe
Peptone 10,09
Extrait de viande 10,09
Extrait de levure 5,09
Glucose 20,09
Tween80 1,0mL
Phosphate di potassique 2,09
Acétate de sodium 5,09
Citrate triammonique 2,0g
Sulfate de magnésium 200,0mg
Sulfate de manganese 50,0mg
Gélose 15,09
Eau distillée gsp 1000mL
pH6,2
Stérilisation;120°Cpendant15minutes
Guiraud,2003
Bouillon Elliker : (LEVEAU et al., 1991
Tryptone 20g
Extrait de levure 059
Gélatine 2.59
Lactose 05g
Saccharose 059
Glucose 059
Acetate de sodium 1.5¢
Chlorure de sodium 04q
Acide ascorbique 0.59
Eau distillée 1000
ml
Ph 6,8
Sterilisation 121°C pendant 15min
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Annexe03

Coloration différentielle de Gram
- Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame propre.

- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau physiologique, strier et
sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec benzene.

- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60secondes.
- Laver I’excés du colorant avec de I’eau distillée.

- Couvrir delugolpendant30secondes.

- Laveral’eaudistilléependantSsecondes.

- Rincer immeédiatement le frottis avec 1’alcool absolue par goutte a goutte jusqu’a disparition

compléte de la coloration violette.

- Laveral’eaudistilléependant5Ssecondes.

- Couvrir avec de la fuschine pendant 15secondes.

- Laveral’eaudistilléependant10secondes.

- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope.

- Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et de meurent bleues violettes,

contrairement aux cellules Gram-qui apparaissent distinctement rosatres.
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Annexe04
Tableau: Résultats de dénombrement de beurre de vache
101 1072 103 104 10°
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Mrs 210 120 110 100 57 54 50 37 3 14
2
100 185 100 82 110 120 126 130 2 53
M17 5
_ 200 180 140 190 32 25 5 3 0 0
Elliker
Tableau: Résultats de dénombrement de beurre de brebis
101 1072 103 104 10°
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Mrs 117 118 90 53 24 20 17 6 3 4
280 259 232 244 108 60 20 24 12 0
M17
192 204 32 48 32 28 0 0 0 0
Elliker
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